PCT WELTORGANISATJON FOR GEISTIGES EIGENTUM 

ri.Tr^T^rrVIt™-^, Internationales BQro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROEFENTLICHT NACH DEM VERTRAG Tmm nro 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBm "DBS PATOnW^SflCn 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 ; 
A61K 317195 

(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



Al 



(11) Internationale Vej^ffentlichungsniimmer: WO 95/13060 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatom: 



PCT/EP94/G3741 

11. November 1994 
(11.11.94) 



18. Mai 1995 (18,05.95) 



(30) Prioritatsdaten: 
P 43 38 793.4 



12. 'November 1993 (12.1 1.93) DE 



(71)(72) Anmelder und Erfinder: FRdLICH, Jtlrgen, C. [DE/DE); 
Rohrichtweg 11, D-30559 Hannover-Kirchrode (DE). 
BOGER, Rainer, H. [DEflDE]; Rethner Kirchweg 18, 
D-30880 Laatzen (DE). 

(74) Anwalt: VOSSIUS & PARTNER; Postfach 86 07 67, D-81634 
Mflnchen (DE). 



(81) Bestfmmungsstaaten: europaisches Patent (AT BR CH. DF 
DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL W?SE) 

VerBfTenUlcht 

M it iniernationalemRecherchenbericht. 
Vor Ablauf der fir Anderungen der Anspruche zugelassenen 
hrtst. Verdffentlwhung wird mederholt falls Anderunzen 
eintreffen. * 



(54) Title: L-ARGININE AND ANALOGUES AS THROMBOCYTE AGGREGATION INHIBITORS ~™ 

(54) Bezeichnung: L-ARGININ UND ANALOGE ALS THROMBOZYTENAGGREGATIONSHEMMER 
(57) Abstract 

The invention relates to the use of L-arginine and its derivatives as thrombocyte aggregation inhibitors in the treatment rt f , 
and central arculauon disturbances and organ rejection. T^ese compounds can alleviate^ 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft den Einsatz von L-Arglnin und seinen Derivaten als Thrombozvtenaeffreffationch^mmor u u ax 



LED1GUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierong von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die internationale 
Anmeldungen gemass dem PCT veroffentlichen. 



AT 


Oslerreich 


GA 


Gabon 


MR 


Mauretanien 


AU 


AustraUen 


Gfi 


Vereinigies K5nigreich 


MW 


Malawi 


BB 


Barbados 


GE 


Georgien 


NE 


Niger 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


NL 


Niedertande 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungarn 


NZ 


Neuseeland 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


PL 


Poles 


BR 


Brasilien 


IT 


Italien 


PT 


Portugal 


BV 


Belarus 


JP 


Japan 


RO 


Rumanicn 


CA 


Kanada 


KE 


Kenya 


RU 


Russische Federation 


CF 


Zenirale Afrikanische Rcpublik 


KG 


Kirgtsistan 


SD 


Sudan 


CG 


Kongo 


KP 


Derhokraiische Volksrepubtik Korea 


SE 


Schweden 


CH 


Schweiz 


KR 


Rcpublik Korea 


SI 


Slowenicn 


CI 


C6ie d'lvoire 


KZ 


Kasachstan 


SK 


Slowakei 


CM 


Kamerun 


LI 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 


CN 


China 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tschad 


CS 


Tschechoslowakci 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


CZ 


Tschechische Rcpublik 


IV 


Lettland 


TJ 


Tadschikistan 


DE 


Deutschland 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad und Tobago 


DK 


DSncmark 


MD 


Rcpublik Moldau 


UA 


Ukraine 


ES 


Spanien 


MG 


Madagaskar 


US 


Vereinigie Staaien von Amerika 


FI 


Finnland 


ML 


Man 


uz 


Usbekistan 


FR 


Frankrcich 


MN 


Mongolci 


VN 


Vietnam 



V ,' 

WO 95/13060 ~ 



PCT/EP94/03741 



L-Arginin und Analoge als Tkrombozytenaggregationshenun 
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Die Erfindung betrifft den Einsatz von L-Arginin und seinen 
Derivaten als Thrombozytenaggregationshemmer zur Behandlung 
von peripheren und zentralen Durchblutungsstorungen sowie 
der TransplantatabstoSung. Diese Verbindungen sind in der 
Lage, die Symptome dieser Erkrankungen zu bessern. 

Durchblutungsstorungen treten einmal als periphere arterille 
VerschluBkrankheit auf, bei der arterielle BlutgefaSe durch 
Einlagerungen von Kalk und Cholesterin starr und eng werden. 
Als Konsequenz der daraus resultierenden Mangeldurchblutung 
kommt es insbesondere bei Belastung zu Schmerzen in den mit 
Sauerstoff unterversorgten Muskeln, zu Ulcera, Gangran und 
Amputation. Diese Vorgange konnen auch das Herz betreffen 
und fiihren dann zur Angina pectoris. Im Gehirm konnen 
Schwindel und Tinnitus Ausdruck einer Durchblutungsstorung 
sein. Aber auch durch weitere, bisher unbekannte Ursachen 
kann es zu Durchblutungsstorungen kommen. So gibt es das 
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Raynaud-Syndrom und andere Durchblutungsstdrungen der oberen 
Extremitat und an anderen Lokalisationen, bei denen die Man- 
geldurchblutung zu Schmerzen und Unterversorgung des Gewebes 
bis hin zur Nekrose fuhrt. Nach Transplantation gibt es Si- 
tuationen, in denen das transplantierte Organ nach zunachst 
guter Versorgung immer schlechter durchblutet wird, bis es 
schlieSlich seine Funktion aufgibt. 

In der EP-A-546 796 und WO 91/07188 wird' die Verwendung von 
L-Arginin zur Behandlung von Hypercholesterinamie beschrie- 
ben, Wirkungen des Arginins, die nach Monaten eintreten. Des 
weiteren wird in der EP-A-441 119 die vasodilatorische 
Wirkung von L-Arginin beschrieben und somit seine Eignung 
zur Behandlung von Erkrankungen rait hohem Gef aBwiderstand. 

Es ist bekannt, da/3 L-Arginin die Durchblutung der Beinarte- 
rie bei Normalprobanden erhohen kann (R-H. Boger, S.M. Bode- 
Boger, D. Tsikas, J.C. Frolich, Intravenous L-arginine 
induces nitric oxide formation and increases peripheral 
arteriolar blood flow in humans, Endothelium 1993; l 
(Suppl.), S. 84). Dies wird in Zusammmenhang gebracht mit 
einer vermehrten Synthese von Stickstof f monoxid (NO) , wel- 
ches ein Vasodilator ist. Es ist jedoch bekannt, dafc einfa- 
che Vasodilatatoren wie Hydralazin die oben genannten Krank- 
heitsbilder nicht positiv beeinf lussen . 



Der Erfindung liegt die Beobachturig zugrunde, da£ L-Arginin 
nicht nur die Durchblutung bei Normalprobanden erhoht, son- 
dern noch weitere Wirkungen entfaltet. Es wurde gefunden, 
daB die Verabfolgung von L-Arginin die 

Thrombozytenaggregation bei Normalprobanden hemmt und die 
Konzentration von cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) 
erhoht (Beispiel 1) . 

Damit ist eine wesentliche Unterscheidung zu einer reinen 
Vasodilatation gegeben und eine Ahnlichkeit zu PGE-j^ herge- 
stellt, welches zur Zeit fiir die Behandlung der arteriellen 
VerschluSkrankheit • eingesetzt wird und ebenf alls 
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vasodilatierend und thrombozytenaggregationshemmend wirkt 
(J.R. Weeks, N. Chandra Sekhar, D.W. Ducharme. Relative 
activity of prostaglandin El, Al, E2 und A2 on lipolysis, 
platelet aggregation, smooth, muscle and the cardiovascular 
system. J. Pharm. Pharmac, 21 (1969), 103-108). 
Den Thrombozyten kommt bei der Entstehung und Fortentwick- 
lung von GefaBschaden organischer und f unktioneller Art eine 
wichtige Rolle zu, weil sie nach ihrer Aktivierung eine 
groBe Anzahl von Mediatoren freisetzen. Dariiber hinaus hat 
sich gezeigt, daB moglicherweise noch andere Mechanismen 
eine Rolle spielen konnen, die zwar im Tierversuch, jedoch 
noch nicht beim Menschen nachgewiesen sind. So kann L-Argi- 
nin die Ansammlung von Zellen im infarzierten Gewebe verhin- 
dern (K.Nakanishi , J. Vinten-Johansen , D.J. Lefer, 2. Zhao, 
W.C Fowler, D.S. McGee, W.E. Johnston: Intracoronary L- 
arginine during reperfusion improves endothelial function 
and reduces infarct size. Am. J. Physiol., 263. /1992) , 
H1650-H1658) . Bei der AbstoBungsreaktion von Transplantaten 
kommt es gleichfalls zur Einwanderung von Zellen (Makropha- 
gen, Granulozyten , Lymphozyten) sovie zur Ablagerung von 
Thrombozyten in den GefaBwanden, die dadurch verengt werden. 

L-Arginin hat gegeniiber PGE 1 bei den genannten Indikationen 
erf indungsgemaB wesentliche Vorteile: 

1. Bei der Infusion von L-Arginin gibt es keine lokale R6- 
tung und Schmerzen. Diese unerwiinschte ■ Wirkung tritt bei 
PGE 1 oft auf und ist insbesondere bei para-venbser Oder 
paraarterieller Infusion sehr schmerzhaft. 

2. L-Arginin kann auch oral zugefuhrt werden und entfaltet 
dabei seine Wirkungen (W.E. Smoyer, B.H. Brouhard, d.k. 
Rassin, L. LaGrone: Enhanced GFR response to oral versus 
intravenous arginine administration in normal adults. J. 
Lab. Clin. Med. 118 (1991), 166-175). PGE 2 kann nach 
oraler Gabe nicht im GefaBsystem wirksam werden, weil es 
im Magen-Darm-Trakt weitestgehend zerstort wird. 
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Diese unterschiedlichen Wirkungen wurden in eigenen Untersu- 
chungen an Patienten mit peripheren Durchblutungsstorungen 
offenbar (Beispiel 2) . 

Entsprechend der vor 1 iegenden Erfindung ist L-Arginin oder 
ein Prodrug, Salz oder sonstiges Derivat geeignet zur Be- 
handlung von Durchblutungsstorungen, insbesondere zur Be- 
handlung der peripheren arteriellen Verschlufckrankheit , von 
Durchblutungsstorungen des 2NS , des Tinnitus, bei Horsturz , 
von Durchblutungsstorungen bei M - Raynaud oder Raynaud- 
Syndrom, von Durchblutungsstorungen bei Kollagenerkrankun- 
gen, von Durchblutungsstorungen nach Transplantation, von 
Durchblutungsstorungen als Ursache von Impotentia coeundi 
und Haarwuchsstorungen . 

Die Herstellung von Arginin erfolgt nach allgemein bekannten 
Verf ahren. 

Die Herstellung von Arzneimitteln aus Arginin erfolgt nach 
bekannten Verfahren die Darreichungsf ormen zur parenteralen 
Gabe beinhalten geloste Formen, in Liposomen zubereitete 
Formen und feste Formen mit Losungsmittel . Zur oralen Gabe 
sind Tabletten, Kapseln und Zubereitungen mit retardierter 
Freisetzung geeignet. Desgleichen konnen Arginin-haltige Zu- 
bereitungen wie Salben, Cremes und Liquida zur lokalen 
Applikation, z.B. bei Ulcus cruris oder bei Haarwuchsstorun- 
gen, hergestellt werden. 

Geeignete Formen des Arginins sind seine Salze wie Arginin- 
HCl, -aspartat, -nitrat, -phosphat etc.. Geeignete Formen 
des Arginins sind auch Substanzen, die als Prodrug erst im 
Korper zu Arginin metabolisiert werden, v/ie z.B. Citrullin. 
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Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung. 
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Beispiel l 

L-Arginin wurde in einer Dosis von 30 g an 10 Normalproban- 
den in Form einer 30minutigen intravendsen Infusion verab- 
folgt. Der Blutflu/3 in der A. femoralis wurde mit Hilfe 
eines Image-directed Duplex Ultrasound Systems (Diasonics 
Inc., CA. USA) erfaBt. Er stieg urn 43,5 % an (p < 0,02). 
Dies war bedingt durch .eine Zunahme der FluBgeschwindigkeit 
und nicht durch eine Zunahme des Gef aftdurchmessers . Die Aus- 
scheidung von cGMP im Urin stieg im Vergleich zur Kontroll- 
phase vor Beginn der Infusion urn 65 % vahrend der Arginin- 
Infusion an (p < 0,05). Wahrend der Infusion des Losungsmit- 
tels fiir Arginin, die an einem anderen Tag durchgefiihrt 
wurde, stieg die Konzentration von cGMP lediglich urn 25,1 % 
an, wahrend der BlutfluB in der A. femoralis unverandert 
blieb. Die Different der Ausscheidung von cGMP zwischen der 
Arginin- und der Losungsmittelinf usion war statistisch sig- 
nificant (p < 0,05). 

Vor der Infusion und am Ende der Infusion wurde throrobozy- 
tenreiches Plasma hergestellt und die Thrombozytenaggrega- 
tion nach Born im Aggregometer nach Stimulation mit ADP 
(2 MM) bestimmt. Es zeigte sich, daB die Aggregation durch 
Arginin signifikant im Vergleich zu Losungsmittel gehemmt 
wurde ( p < 0,05) (Fig. 1). 

Beispiel 2 

Zwei Patienten mit peripherer arterieller VerschluBkrankheit 
beider Unterschenkel (Grad III nach Fontaine) erhielten eine 
intravenose Infusion von 30 g L-Arginin an einem Tag und 
eine Infusion von 4 0 y.q VGE 1 (Prostavasin®) an einem anderen 
Tag. Der Blutfluli in der A. femoralis stieg in beiden Fallen 
am Ende der Infusion urn etwa 50 % an. Im Fall von ¥GZ 1 kam 
es zu heftigen Schmerzen an der Inf usionsstelle und im Ver- 
lauf der Vene. Arginin wurde ohne jede Nebenwirkung , ebenso 
wie durch die in Beispiel l zitierten 10 Normalprobanden, 
vertragen. 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von . L-Arginin als Thrombozytenaggregations- 
heranier . 

2 . Verwendung . gemaft Anspruch 1 zur Behandlung der periphe- 
ren arteriellen Verschlufikrankheit . 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1 zur Behandlung von Durchblu- 
tungsstorungen des zentralen Nervensystems mit oder ohne 
Tinnitus und/oder Horsturz. 

4. verwendung gemaB Anspruch 1 zur Behandlung von Morbus 
Raynaud und Raynaud-Syndrom. 

5. Verwendung geroaJi Anspruch 1 zur Behandlung von 
Impotentia coeundi - 

6. Verwendung gemafl Anspruch 1 zur Verbesserung der Funk- 
tion und Uberlebenszeit eines Transplantats. 
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Plattchenaggregation nach Stimulation mit 2\M ADP bei 10 Normalprobancten 
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